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RESUMO: Na presente revisªo apresentamos dados e elementos sobre o emprego de ca-
mundongos no estudo da fisiologia e fisiopatologia cardiovascular. Sªo apontadas as vantagens
de seu emprego, como por exemplo, a facilidade de criaçªo e reproduçªo. Deve se destacar que
a possibilidade desses animais serem manipulados por meio da engenharia genØtica, nos
permite obter animais transgŒnicos, que se caracterizam por manipulaçªo genØtica visando a
introduçªo de genes de outras espØcies, ou, o que Ø mais comum, a produçªo de animais
knockout. Animais que apresentam deficiŒncia especifica em um gene, nªo expressando, por-
tanto, determinadas características, como a deficiŒncia do receptor a2A ou a ausŒncia da enzima
nNOS. As metodologias e tØcnicas necessÆrias para o estudo cardiovascular desses animais
sªo apresentadas e discutidas. Sªo tambØm demonstrados alguns resultados dentre os jÆ
obtidos, com o emprego destes animais e uma breve discussªo dos mesmos.
Descritores: Camundongos. TØcnicas Cirœrgicas. Barorreflexo. Regiªo Rostroventrolateral
do Bulbo.
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1- INTRODU˙ˆO
Desde 1963, as doenças cardiovasculares su-
peram as outras causas de morte, sendo responsÆveis
atualmente por 27% dos óbitos. Dentre os diversos
fatores de risco dessas doenças, a hipertensªo ar-
terial (HA) Ø um dos principais1. Em decorrŒncia desse
fato, uma vasta gama de pesquisadores tŒm se dedi-
cado ao estudo da HA.
Historicamente, uma grande parte das pesqui-
sas cardiovasculares foi realizada em animais de la-
boratório. Um enorme nœmero de modelos animais foi
desenvolvido para imitar as enfermidades humanas e,
assim, investigar os processos fisiológicos e patológi-
cos envolvidos.
Na œltima dØcada, as grandes conquistas na
genØtica e biologia molecular abriram novos horizon-
tes para a pesquisa das patologias cardiovasculares e
a demanda pelo uso de modelos animais aumentou
porque uma enorme parte dos genes Ø comum a ani-
mais e seres humanos2. Em virtude do seqüenciamento
do genoma humano, o desafio de ligar genes com de-
terminas funçıes apenas começou.
Assim, importantes linhas de pesquisa adota-
ram o camundongo como modelo experimental. Esse
animal tornou-se um modelo atraente devido ao pe-
queno tamanho (aproximadamente 10 vezes menor do
que o rato), curto período gestacional (em torno de 21
dias), crescimento rÆpido dos filhotes e baixo custo de
manutençªo. AlØm disso, diversos estudos demons-
tram que os mecanismos fisiológicos dos camundon-
gos sªo próximos aos observados em humanos3, o que
torna interessante o seu emprego em pesquisas.
Os avanços na genØtica molecular estimulam o
uso do camundongo pela possibilidade de inativar genes
específicos, tornando-o importante ferramenta para a
compreensªo da fisiologia. Seu emprego abre inœme-
ras oportunidades de estudo das funçıes fisiológicas e
patológicas de diversas proteínas (regulatórias ou fun-
cionais), de modo que a possibilidade de utilizaçªo de
inœmeras cepas geneticamente modificadas contribui
com valiosas informaçıes para diversas patologias.
Dentre os camundongos modificados genetica-
mente encontramos os transgŒnicos e os knockout. As
tØcnicas bÆsicas usadas para a criaçªo dos animais
transgŒnicos sªo: 1) a inserçªo de um gene estranho
em um oócito fertilizado ou 2) combinaçªo homóloga
em cØlulas-tronco embrionÆrias que sªo introduzidas
em um zigoto4,5; ou seja, esses animais re-
cebem genes de outro organismo no seu
genoma. Os animais em que um particular
gene, ou sua funçªo, foi eliminado sªo cha-
mados de knockout, como por exemplo, os
camundongos desenvolvidos por Huang et
al., (1993) 6 que apresentam ausŒncia do
gene para a óxido nítrico sintetase neuro-
nal (nNOS). Bibliotecas de cØlulas-tronco
embrionÆrias para anulaçªo de gene de ca-
mundongos estªo sendo desenvolvidas, o
que tornarÆ possível uma geraçªo mais rÆ-
pida de animais knockout e sem a neces-
sidade de anÆlise da estrutura do gene7.
Entretanto, apesar de todos os be-
nefícios do uso de camundongo para pes-
quisa e extensa literatura com estudos
in vitro para investigaçıes de mecanismos
celulares e registros eletrofisiológicos, hÆ
poucos estudos in vivo nesses animais, em
parte por dificuldades tØcnicas associadas
ao seu pequeno tamanho (Figura 1), parte
por falta de uma banco de dados sobre
procedimentos anestØsicos e parâmetros
fisiológicos basais, alØm do desafio de
monitoramento cardiorrespiratório. Por
exemplo, uma perda de aproximadamente
300 mL de sangue em um camundongo adul-
to pode causar um choque hipovolŒmico e
a reposiçªo com salina do volume perdido nªo Ø efici-
ente7.
Um ponto relevante a ser considerado em rela-
çªo ao camundongo Ø que este animal nªo deve ser
visto simplesmente como um pequeno rato, por isso
deve-se ter cautela nas comparaçıes com resultados
em ratos. O camundongo Ø um animal frÆgil, cuja pres-
sªo arterial (PA) Ø difícil de ser mantida sob anestesia
e sua PA, mesmo com intervençıes agudas ou crôni-
cas, dificilmente se eleva.
2- PROCEDIMENTOS PARA A ANESTESIA
A escolha da anestesia para a cirurgia e moni-
toramento do camundongo Ø muito importante porque
alguns anestØsicos podem afetar o sistema cardiovas-
cular e respiratório, entre outros. Assim, todos os pes-
quisadores devem ter em mente que essa escolha de-
pende nªo apenas do procedimento a ser realizado,
mas tambØm qual sistema estÆ sendo estudado. Ca-
mundongos obesos ou mais velhos geralmente neces-
sitam de uma dose reduzida de anestesia.
Figura 1: Camundongo C
57
Bl
6
 macho, peso = 27g (caneta = 13cm)
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Os anestØsicos empregados mais freqüente-
mente sªo: pentobarbital (70mg/Kg), possibilita um
adequado nível anestØsico por 30-40minutos, para ci-
rurgias maiores uma suplementaçªo com 30mg/Kg se
faz necessÆrio durante o procedimento cirœrgico8,
tiopental, cloralose  uretana, ketamina (associada a
xilazina ou diazepam) e anestØsicos inalatórios, como
halotano ou isoflurano.
A uretana produz um estado estÆvel de aneste-
sia, mas necessita de um período prolongado de recu-
peraçªo. A uretana combinada com chloralose produz
uma mínima depressªo no sistema cardiovascular9 e
por essa razªo vem sendo utilizada nos protocolos deste
laboratório.
A associaçªo ketamina - xilazina Ø bem tolera-
da, contudo, seu emprego em animais knockout a-adre-
nØrgicos nªo Ø eficaz.
AnestØsicos inalatórios tambØm podem ser utili-
zados e permitem excelente controle da profundidade
da anestesia. Neste laboratório, utilizamos com sucesso
a anestesia com halotano para a realizaçªo de peque-
nas cirurgias. Inicialmente, o animal Ø colocado em uma
câmera anestØsica e depois, durante a cirurgia, a anes-
tesia Ø mantida pelo emprego de uma mÆscara inalatória
(que pode ser confeccionada a partir de uma seringa
de 10mL cortada e enfaixada com esparadrapo). Os
anestØsicos inalatórios tŒm sido vastamente emprega-
dos em procedimentos de curta duraçªo devido à sua
rÆpida induçªo e curto tempo de recuperaçªo.
Esses pequenos animais sªo mais suscetíveis a
hipotermia, por isso o monitoramento da temperatura
corporal Ø essencial e geralmente realizado com o
auxilio de almofadas tØrmicas e termostato.
A traqueostomia pode ser realizada pela inser-
çªo de uma cânula intratraqueal. Comumente, permi-
te-se que os animais respirem espontaneamente, mas
se necessÆrio pode se utilizar ventilaçªo mecânica.
Em geral, Ø fornecida uma suplementaçªo de O2 aos
animais anestesiados para evitar hipóxia. No nosso
laboratório utilizamos cânula confeccionada em
polietileno para a traqueostomia intratraqueal, com uma
conexªo entre PE 90 e PE 160, e para ventilaçªo
mecânica, um volume de 200mL (podendo chegar a
300mL quando necessÆrio) e freqüŒncia respiratória
em torno de 120 ciclos/min (se necessÆrio atØ 170). A
respiraçªo espontânea pode ser abolida com o uso de
pancurônio (0.2mg/Kg). A traqueostomia intratraqueal
Ø realizada pela rÆpida exposiçªo da traquea por meio
de uma pequena incisªo no pescoço e posicionamento
da cânula visualizando diretamente a Ærea. O monito-
ramento Ø importante para evitar um barotrauma. Tam-
bØm pode ser realizada uma intubaçªo por laringosco-
pia10. O animal Ø posicionado em uma plataforma com
um ângulo de 45” e um foco de luz Ø posicionado na
altura das cordas vocais. Com o auxilio de um afasta-
dor, Ø possível visualizar claramente a regiªo e
posicionar a cânula (PE 90 com a ponta arredonda e
cortada em ângulo de 45”)11.
3- TÉCNICAS CIRÚRGICAS
Os principais parâmetros estudados na fisiolo-
gia cardiovascular de camundongos adultos sªo: fre-
qüŒncia cardíaca (FC), pressªo arterial mØdia (PAM),
debito cardíaco (DC) e eletrocardiograma (ECG).
TØcnicas invasivas e nªo-invasivas foram descritas,
alØm de tØcnicas utilizadas em camundongos nªo-
anestesiados.
O registro da PAM se faz necessÆrio para o
estudo das funçıes cardiovasculares e monitoramen-
to durante os procedimentos cirœrgicos. Uma das pri-
meiras tØcnicas empregadas para registro da PAM
foi a pressªo de cauda, tØcnica nªo invasiva tambØm
utilizada em ratos, que consiste na mediçªo da PA
sistólica por meio de um esfigmomanomŒtro posicio-
nado na cauda do animal12. Com o emprego desta tØc-
nica, Krege et al. (1995)13 observaram, em camun-
dongos C57Bl6, PAM = 119–4 mmHg (n = 9); Shesely
et al. (1996)14, tambØm na linhagem C57Bl6, notaram
PAM = 121,8–1,8 mmHg e FC = 709–5 bpm (n = 34).
As tØcnicas invasivas de monitoramento da PA
podem ser feitas, por exemplo, pela cateterizaçªo da
artØria carótida ou femoral associada a transdutores
de pressªo. Em nosso laboratório, utilizamos a catete-
rizaçªo da carótida para realizar o registro da PAM.
Para realizar este procedimento na artØria carótida,
utiliza-se um cateter confeccionado com tubo de po-
lietileno, PE 10, e alongado em vapor dÆgua. JÆ para
a cateterizaçªo da artØria femoral pode-se utilizar uma
cânula confeccionada em polietileno, com conexªo
entre PE 10 e PE 08, onde a parte em PE 08 Ø alongada
em vapor dÆgua tambØm. As cânulas, em ambos os
casos, sªo preenchidas previamente com soro fisioló-
gico. A principal dificuldade da tØcnica estÆ relaciona-
da ao pequeno tamanho do vaso e a fragilidade das
paredes, alØm disso, a perda de sangue tambØm Ø uma
dificuldade a ser superada no cateterismo. Mattson
(1998) 15 realizou, após 7 dias da cirurgia de cateteris-
mo da artØria femoral, o registro da PAM e FC, em
animais da linhagem Swiss Webster (28-44g) nªo
anestesiados, e observou PAM = 116–1 mmHg e
FC = 627–21 bpm (n = 8).
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A radiotelemetria Ø uma tØcnica que vem sendo
utilizada para registro da PA antes, durante e após o
período gestacional destes animais ou em animais pe-
sando em torno de 28g, 22g e atØ menores de 17g16, 17.
Faz se uma combinaçªo entre implantaçªo do cateter
de pressªo na aorta torÆcica com um transmissor sub-
cutâneo implantado na lateral direita do animal.
Resumidamente, a Tabela I apresenta os valo-
res de PAM e FC obtidos em diferentes linhagens de
camundongos por meio das 2 distintas tØcnicas e ob-
servados por diferentes pesquisadores.
O ECG Ø utilizado para obter FC e parâmetros
eletrofisiológicos. Para tanto, implantam-se eletrodos-
agulha padrªo subcutaneamente ou posiciona-se pla-
cas diretamente na superfície do Ætrio ou ventrículo
exposto10. Em camundongos recØm-nascidos, pode-
se realizar o eletrocardiograma utilizando pequenos
eletrodos de material adesivo22. Kuwaki et al. (2002)23
realizaram o ECG em camundongos recØm-nascidos
utilizando eletrodos (tipo clipe) presos as pernas sob
anestesia local (lidocaína em gel), aguardavam um
período de 30 minutos inicialmente para entªo realizar
o registro por 20 minutos. Camundongos C57Bl6 apre-
sentaram P-R = 54ms, QRS = 30 ms e Q-t = 109 ms.
Caracteristicamente, o ECG do camundongo nªo apre-
senta um claro segmento ST e a onda T se confunde
com o final do complexo QRS3.
Outro parâmetro analisado Ø o DC, que consis-
te em um grande desafio. Empregam-se desde mØto-
dos de termodiluiçªo21 atØ tØcnicas nªo invasivas como
o ecocardiograma24 e ressonância magnØtica25. O
mØtodo convencional de termodiluiçªo nªo Ø muito
prÆtico para camundongos (por ser necessÆrio um
lado certo para a canulaçªo e muitas amostras de san-
gue). A tØcnica de microesferas tem sido amplamente
empregada. Microesferas sªo introduzidas no ventrí-
culo esquerdo por cateterismo e uma mostra sanguí-
nea Ø retirada da artØria caudal. TambØm tŒm sido
utilizados probes ultra-sônicos para a estimativa do
dØbito cardíaco. Para o ecocardiograma Ø necessÆrio
instrumento especializado por causa do pequeno ta-
manho do coraçªo e elevada FC que esses animais
apresentam.
4- ALGUNS RESULTADOS OBSERVADOS
Nosso laboratório vem, dia a dia, se especi-
alizando no uso de camundongos como modelo expe-
rimental para estudo da HA. Um dos primeiros pas-
sos foi o domínio do registro da PAM e FC que, como
explicado anteriormente, estÆ sendo feito pelo catete-
rismo da artØria carótida. A veia jugular tambØm Ø
canulada para infusªo de anestØsico ou drogas.
Um dos protocolos inicialmente realizados foi o
estudo do barorreflexo em camundongos knockout
nNOS. Esse estudo objetivou determinar a influencia
da nNOS sobre o ganho barorreflexo (bpm/mmHg).
Utilizamos animais controles nNOS+/+ (n=12) e
knockout nNOS-/- (n=11), ambos da linhagem C57Bl6.
O barorreflexo foi avaliado por meio da injeçªo de
fenilefrina (PE: 15-18mg/Kg) e sódio nitroprussiato
(SNP: 46-50mg/Kg).
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Os valores basais de FC nªo
diferiram entre grupos (nNOS-/-:
604.5–23.6 e nNOS+/+: 618.7–11.2
bpm), contudo, os valores basais de
PAM nos animais knockout encon-
travam-se mais elevados (nNOS-/-:
112.4–6.3 e nNOS++ :94.8 –3.9
mmHg, P < .05). Tanto o reflexo de
bradicardia quanto de taquicardia,
provocados pela infusªo de nitro-
prussiato ou de fenilefrina respecti-
vamente, encontravam-se signifi-
cantemente reduzidos nos animais
nNOS-/-, como demonstrado na Fi-
gura 2.
Esses resultados sugerem
que a ausŒncia da atividade da
nNOS leva ao aumento da PA e que
essa enzima Ø importante na trans-
missªo dos sinais do barorreflexo.
Os resultados completos desses experimentos,
bem como a anÆlise da atividade respiratória desses ani-
mais, podem ser encontrados na Autonomic Neuros-
cience: Basic & Clinical. 2006 (em publicaçªo)26.
Após o domínio dessa tØcnica, iniciamos proto-
colos mais elaborados, como o acesso às Æreas do
sistema nervoso central (SNC) que controlam o siste-
ma nervoso simpÆtico (SNS). Utilizando a experiŒn-
cia com microinjeçªo de drogas no SNC de ratos, de-
senvolvemos o mØtodo para realizar microinjeçıes em
camundongos, especificamente na regiªo rostroven-
trolateral do bulbo (RVL), regiªo amplamente conhe-
cida de controle do sistema nervoso simpÆtico27.
A droga utilizada foi o L-glutamato (0,3 nmol,
25nL), que nos permitiu mapear a Ærea nos camun-
dongos e depois padronizar a resposta a esse amino-
Æcido excitatório em 3 grupos distintos de camundon-
gos: controles, knockout nNOS e knockout a2A, todos
da linhagem C57Bl6. Os animais foram anestesiados
com halotano (1,5% em 100% de O2) para cateteris-
mo da artØria carótida e veia jugular. Posteriormente
foram anestesiados com uretana (0,1 g/Kg, IV) e
choralose (0,06g/Kg, IV) e traqueostomizados. Após
essa preparaçªo, os animais eram posicionados em
aparelho estereotÆxico especifico para camundongos
e mantidos aquecidos por meio de um sistema servo-
controlado. As microinjeçıes foram realizadas atra-
vØs de micropipetas de vidro estiradas por calor.
A microinjeçªo de L-glutamato promoveu um
aumento significante na PAM dos 3 grupos: 1) Con-
troles (n=6): de 69–6 para 101–10 mmHg; 2) Knockout
nNOS (n=4): de 61–0,5 para 98–8 mmHg;
3) Knockout a2A (n=6): de 76–5 para 104–8 mmHg.
Estes dados estªo visualizados nos grÆficos da Figura
3. Nªo foram observadas alteraçıes estatísticas na
FC, sendo que os valores basais observados pelo re-
gistro da FC por cateterismo foram: Controle = 530–28
bpm; Knockout nNOS = 572–17 bpm; Knockout a2A
= 620–17 bpm.
O desenvolvimento desse protocolo objetiva o
estudo do SNS em camundongos, especificamente a
regiªo RVL, reconhecidamente essencial no controle
neural do sistema cardiovascular. A atividade dos neu-
rônios da regiªo RVL Ø responsÆvel pela geraçªo do
tônus simpÆtico27, o que conseqüentemente, influencia
o controle da PA. Os dados observados, nesse proto-
colo, assemelham-se aos obtidos em outras espØcies,
como ratos, anestesiados27 ou conscientes28, e coe-
lhos29. Esses dados sªo preliminares e nªo evidencia-
ram diferenças entre os grupos estudados. Ainda nªo
podemos claramente responder se a falta dos recep-
tores a2A nessa regiªo causa alteraçıes, ou seja, quais
alteraçıes podem ocorrer na regiªo RVL pela ausŒn-
cia desse inibidor do SNS? Assim como nªo sabe-
mos se a ausŒncia da nNOS modifica a atividade da
regiªo RVL, apesar de jÆ observarmos que essa defi-
ciŒncia altera o controle barorreflexo26, possivelmente
pela modulaçªo do L-glutamato.
Dessa forma, a ciŒncia começa a olhar para
um horizonte ainda nªo descoberto, repleto de gran-
des possibilidades e com desafios a serem superados,
cujo caminho Ø claramente bastante promissor.
Figura 2: Ganho barorreflexo (bpm/mmHg) em camundongos knockout nNOS e
controle promovido pela infusªo de fenilefrina ou sódio nitroprussiato. O ganho
barorreflexo encontra-se significantemente reduzido nos animais knockout nNOS
(*P<0.05)
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Figura 3: Resposta da PAM à microinjeçªo de L-glutamato (0,3 nmol, 25nL) na regiªo rostroventrolateral de camundongos
controles, knockout nNOS e knockout alfa 2A. Todos os grupos apresentaram aumento significante de PAM após a microinjeçªo
(*P<0.05). Nªo houve diferenças entre as respostas observadas nos distintos grupos.
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ABSTRACT: This review describes some strategies for the employment of mice in the study of
cardiovascular physiology and physiopathology. Among the major advantages of using the mice,
we should consider fast reproduction and low maintenance costs. Moreover, the unnumbered
possibilities of genetically modification in these animals allow the development of targeted gene
mutation, like transgenic mice, characterized by a introduction of a foreign DNA into its genome
(knockin), or, more common, the development of knockout mice. These are animals in which a
specific gene was disrupted, causing particular characteristics, such as the deficiency of a2A
receptor or the absence of the nNOS enzyme. Methodologies and techniques for cardiovascular
research on mice are summarized and discussed and some results, about the use of mice in the
cardiovascular study, are also showed in this review.
Keywords: Mice. Surgical Techniques. Baroreflex. Rostral Ventrolateral Medulla.
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